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摘  要 
慢性乙肝病毒感染是原发性肝癌发生的一个主要病因。肝癌的发病机理与
感染 HBV 有着十分密切的关系。HBV 基因组表达的一种 X 蛋白（HBx）对于 HBV
的复制是至关重要的，高表达的 HBx 是大多数肝硬化和原发性肝癌的特征。HBx
可上调核受体 Nur77 的表达，但肝癌中 Nur77 介导的凋亡通路似乎有明显缺
陷，因为在其他多种肿瘤中，那些可通过激活 Nur77 凋亡通路诱导癌细胞凋亡
的化合物，在 HBV 相关的肝癌中变得不敏感，提示可能由于 HBV/HBx 的表达，
抑制了 Nur77 出核途径和死亡机制。在本文中，我们发现了在肝癌中药物诱导
的细胞凋亡及 Nur77 凋亡通路由于 HBV 的感染和 HBx 的表达而受到影响的分子
机制。我们发现，当细胞中表达 HBx 及突变体后，细胞信号通路发生了变化，
Akt 磷酸化水平明显升高。同时，用紫草素衍生物（sk07）对稳定转染 HBx 及
突变体的肝癌细胞 HepG2 进行处理后，存在 HBx 突变体的细胞能够抑制紫草素
衍生物所诱导的 Nur77 出核，从而抑制了紫草素衍生物所诱导的细胞凋亡。我























Chronic  HBV  infection  is a major etiological  factor of  hepatocellular 
carcinoma  ( HCC ).The pathologic mechanism of hepatocellular carcinoma is 
considerd to be closely correlated  with HBV.Protein X encoded by genome of 
hepatitis B virus is important for the replication of HBV，high expression of HBx is 
the typical character of major HCC and hepatic cirrhosis.HBx inhance the expression 
of nulear receptor Nur77，but it seams that the apoptosis sigaling passway mediated 
by Nur77 have dramaticlly limitation，becasuse many compound which can induced 
Nur77 to actived apoptosis signaling passway become insensitive in HBV correlated 
Liver cancer cell.It may suggest the expression of HBV/HBx inhibit Nur77 
translocated from nulear to cytoplasma.Here，we find the molecular mechanism of 
HBV/HBx which influence Nur77 apoptosis signaling induced by compound.We also 
discover that HBx and its mutant can significantly enhance the phosphorylation level 
of Akt.At the same time，we treat HepG2 stable express HBx and its mutant，the 
mutant stable express cell line can inhibit Nur77 nuclear translocation induced by 
shikonin derivantion SK07.Then，we treat these cell line with SK07 and PI3K/Akt 
inhibitor by union medication way and get curative effect. 

































核受体成员具有共同的结构，从 N-端到 C-端依次分为 A、B、C、D、E 和
F 区（图 1），这些结构域通常非常保守。其中 A/B 区在长度、序列和结构上不
保守，A/B 区含有一转录活化区，称为 AF1，可通过和基础转录因子、辅活化
子或其他转录因子的相互作用激活目标基因。最近研究发现 A/B 区有可能与信
号转导通路的调控有关系，但具体的作用机理还需进一步研究。C 区为 DNA 结
合区(DNA-binding domain，DBD)，该区域高度保守，包含两个保守的锌指结
构，分别是 C-X2-C-X13-C-X2-C (锌指Ⅰ)和 C-X5-C-X9-C-X2-C (锌指Ⅱ)[4]。D
区为一多变的绞链区，连接 C 区和 E 区，通常含有一核定位信号（NLS）。E
区含有 250 个氨基酸，相对较大，功能也比较复杂，激素与核受体的结合区 
(Ligand-binding domain， LBD，)就位于 E 区，E 区也叫配体结合区。此外，E
区还具有转录活化区，称为 AF2，在转录调控中非常重要。一些核受体在 C 端

















图 1 核受体基本结构 










发现相应的配体，如 Nur77、COUP - TF 等[5]。本文主要针对核受体 Nur77 独特
的非基因组学功能和机制进行研究。 
1.2 孤儿受体 Nur77 的功能 
1.2.1 孤儿受体 Nur77 的促增殖功能 
Nur77 在许多肿瘤细胞中都存在过度表达现象，现在发现在胃癌、前列腺
癌和大肠癌中 Nur77 都是高度表达的。2003 年 Kolluri 等人的研究发现，Nur77
蛋白能够直接促进细胞的生长发育。表皮生长因子 EGF 和血清都能诱导 Nur77
表达促进细胞增殖，而且过量表达 Nur77 也能促进肺癌细胞增殖[6]。在前列腺
组织中，TR3 在肿瘤组织的表达量比周围的正常组织或良性病变组织更高，提
示 TR3 可能调节了肿瘤细胞的生长[7]。 乙肝病毒 X 蛋白同样可以诱导 TR3 的
表达，提示其在病毒感染所致的癌变过程中扮演了重要的角色[8]。有研究认为
Nur77 可能通过干扰维甲酸的反向调节作用来促进肿瘤细胞的增殖。在肺癌细
胞中，过量表达 Nur77 可以抑制视黄酸受体 β(RARβ)的表达，从而导致肿瘤细
胞对视黄酸药物的抵抗作用[5, 9-11]。 
1.2.2 孤儿受体 Nur77 的促凋亡功能 
 Nur77 的促凋亡功能最早于 1994 年在 T 细胞中被发现。Woronicz 等人发
现在 T 细胞受体(T cell receptor，TCR)调控的凋亡过程中 Nur77 表达量很高，通
















率[12]。后来研究类维甲酸化合物 AHPN（CD437）时，又发现了 Nur77 在肿瘤
细胞凋亡中的作用[13]。AHPN 是维甲酸受体 RARγ 选择性配体，在人卵巢癌 CA 
- OVOC3 细胞中，通过激活 MEK，p38MAP 激酶等信号通路诱导 Nur77 的表达
及线粒体定位，起到杀死肿瘤细胞的作用，但这一肿瘤细胞凋亡过程不依赖于
维甲酸受体 RARγ[14]。通过干扰 Nur77 可以抑制 AHPN 的凋亡效应，说明
AHPN 的凋亡作用是通过 Nur77 的诱导表达介导的。此外，多种肿瘤病人的肿
瘤取样研究表明，Nur77 表达下调可以促进肺癌、胸腺癌、前列腺癌等实体瘤
发生转移[14]。随后的研究发现，在 LNCaP 细胞中，Nur77 的促凋亡功能不依赖
与 DNA 结合能力和转录激活活性。在凋亡刺激因子作用下，Nur77 从核内转运
到胞质，与线粒体外膜上 Bcl-2 相互作用导致细胞色素 c 释放，诱导细胞凋亡
（图 2）[15]。深入研究发现，Nur77 能与 Bcl-2 N-端的环状区域结合，改变 Bcl-
2 构象，使其暴露出 BH3 域，从而诱导 Bcl-2 从抑凋亡蛋白转变为促凋亡蛋
白，引起细胞色素 c 释放，诱导细胞凋亡。Nur77 的促凋亡功能与其在细胞中
的定位有关。作为核受体，Nur77 正常情况定位于细胞核，但缺失了 DNA 结合
能力后 Nur77 则定位于线粒体，并可促进细胞色素 c 释放[15, 16]。这进一步说明
















图 2 Nur77 和 Bcl-2 凋亡和生存信号通路[17] 
Fig2  The signaling pathway of Nur77 and Bcl-2 in apoptosis and survival 




中，导致基因突变，一起遗传不稳定，同时 HBV 中的 x 蛋白还能调控细胞中的
信号通路[18, 19]。病毒基因组长度只有 3.2 kb 。HBV 结构基因与调节基因序列存
在高度重叠，这种高度重叠使得基因利用率明显升高， HBV DNA 序列的利用
率之高实属罕见[20]。HBV 的 DNA 的全基因序列于 1979 年首次报告，并确定了
4 个主要的开放读码框架(ORF)[21-23]。乙型肝炎病毒 x 蛋白是乙型肝炎病毒导致
肝癌发生的主要原因。业已证实 HBx 自身没有与 DNA 结合能力，只能靠与蛋
白质相互作用发挥其生物学功能。 
2.1 乙肝病毒 HBV 结构 
1979 年 Gelibert 等首次报告了 HBV DNA 的全基因序列并确定 4 个主要的
开放读码框架(ORF)（图 3），分别是分别编码病毒的核壳（C）和包膜（S）蛋




的 e 抗原（HBeAg）和核心抗原（HBcAg）蛋白相关抗原。病毒复制酶 P 读码
框编码末端蛋白和病毒复制所需的 DNA 聚合酶，反转录酶和 RNA 酶。X 基因
对于 HBV 复制非常重要，但是具体功能还不是很清楚。所有这些开放读码框都
在负链 DNA（长链）上，其中 S 基因完全重叠于聚合酶基因中，X 基因与聚合
酶基因、C 基因重叠，C 基因与聚合酶也有重叠。目前假设认为 HBV 侵入细胞
是通过与细胞表面未知受体结合进入的（图 4），进入细胞后脱壳，转位到细
胞核，松弛型 DNA 转变成共价闭合环状 DNA（cccDNA）。cccDNA 保留了病
















胞。最近，Miller 等人在 HBV 基因组中又发现两个开放读码框，即 ORF-5 和
ORF-6，这两个开放读码框与 X 基因重叠，其中 ORF6 不是由负链 DNA 编码
的，而是由正链 DNA 编码。这两个 ORF 的功能目前尚不清楚。 
 
 
图 3  部分双链环状 HBV 结构示意图[18] 
Fig3  Schematic  representation  of  the  circular，partially  double-stranded 

















图 4 HBV 复制周期示意图[18] 
Fig4 Schematic representation of the HBV life cycle 
 
2.2 乙肝病毒 X 蛋白及突变体的功能 
X 基因是 HBV 中最小的开放阅读框，位于第 1374～1836 位核苷酸之间，
编码的蛋白即 HBx 蛋白。HBx 由 154 个氨基酸组成，由于其基因结构高度保
守，这种结构上的特殊性决定了它在生物学上的重要作用。HBx 蛋白功能复
杂，细胞内广泛分布，既存在于细胞核，也存在于细胞浆中。在细胞核中， 
HBx 并不与双链 DNA 直接结合，而是与其他转录因子和基本转录元件相互作
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